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PATENT APPLICATION 

Applicant: Czechoslovak Academy of Sciences, Prague 1, Narodni Trida 3 

"Method for Preparing l-Glycosyl-5-Azacytosines" 

The invention relates to a method for preparing l-glycosyl-5-azacytosines according to 
General Formula I: 



N 

R N 0 

u • D ■ „i wnsvl R 2 is a hydrogen atom or an alkyl having 1 to 4 carbon atoms and 
IS R 4 - S can be tetame or different items - designate hydrogen atoms, 
afkyU nayingT to 4 earbon atoms or aralkyls haying 7 to 10 earbon atoms. 

[page -2-] 

be also displayed. 

The preparation of .-giycosy,-5-acacytosines is th, , sub£. of ^^msZ- 
1 14,716, No. 1 16,297 and of patent applications PV 3399-69, ¥\ / /ire m, rv j 
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PATENT CLAIMS: 

1 . Method for preparing 1 -glycosyl-5-azcytosines according to General Formula I: 



(I) 



wherein R 1 is glycosyl, R 2 is a hydrogen atom or an alkyl having 1 to 4 carbon atoms and 
3R 3 and R 4 - which can be the same or different items - designate hydrogen atoms, 
alkyls having 1 to 4 carbon atoms, characterized by the fact that N (4 )-acyl-5-azacytosine 
according to General Formula II: * 
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wherein R 2 and R 3 have the same meaning as in Formula I and R 5 represents an acyl 
having 1 to 4 carbon acid which is derived from an aliphatic acid, or an acyl having 7 to 



10 carbon atoms which is derived from an aromatic acid, are trimethyl stlylated and 
bmnlTo react on in an inert solvent with a peracyl halogenide, wheretn 1-peracy 
g^osyl ^N (1) -acyl-5-acazyto S ine is formed thereafter accordtng to General Formnla III. 
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(III) 



in which R J and R J have the same meaning as in Formnla I, and R s has the same meaning 
lUXrm^ 11, and R< represents a peracyl glycosyl, snbjected to alcoholysts or 
ammonolysis. 
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" Verfahren zur Zubereitung von 1-Glykosyl-5-azacytosinen 



Die Erfindeng betriffr ein Verfahren zur Zebereiten, ven l-Glyko.yl- 
5-azacytosinen der allgemeinen Formel I 




U) 



in welcher R 1 ein Glykosyl, R 2 einen Wasserstoffatcn oder ein Alkyl 
mi t 1 bis 4 Kohlenstoffatomen and 3R 3 und R - gleich oder versctue- 
den - Wasserstoffotome, Alkyle -it 1 bis 4 Kohlenstof fatome oder 
Aralkyle mit 7 bis 10 Kohlenstof fatomen bedeuten. 
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Zvl .i d.r Sabstanzcn d.. vcz.n 9 .fuhrt.n Type, 

sy l-4-a»ina-1,2-dihydrc-1,3,5-tri=zin-2-an (da. VAzacytidin) and 
dos l-(2-D.soxy-B -D-ribofara.wsyl)-*-..»ino-1,2-dihydr»-1,3,5- 
triozin-2-on (da. 5-Aza-2'-d..cxycitidin) w«..n .in. batzdchtlich. 
bi.la9i.ch. Aktivitdt «... B.»nd.z. b.m.zk.n.-.rt .ind ihr. antx- 
l.„k.mi.ch.n and radiapr.t.ktiv.n Unairkans.n. E. l.t d..halb dx. 
V.r»atan 9 an 9 .braaht, d.B aaah .ini 9 . 1-Glykc.yl-5-azacy- 
iasin. biclcgisch. Aktivitdt aufw.i..n »zd.n. 

Di. Zab.r.itan. van ,-Glykc.yl-5-=z.cytc.in.n biXd.t d.n Ga 9 .n.tand 
d.r t.ch.ch..la-aki.ch.n Pat.nt..hrift Mr. 114.71a, Nr. 116.297 and 
d.z Pat.nt„».ldcn 9 .n PV 3399-68, PV 7708-68, PV 7718-68). 

Di... Z„b.r.itnn 9 .v.rfahr.n 9 .h.n van d.n Bat za 9 »n 9 llch.n P.racyl- 
9 lyka.yli.ozyanat.n aa„ di. darch Additian van O-Alkyl-ischarn- 
.tcffan, S-Alkyli.athiaharn.taf f.n, Gaanidin.n ad.r Acyl 9 canidin.n 
i„ di. .nt.pr.ch.nd.n I.athiabiaz.t., Gaanylharn.tcf f. od.r Acyl- 
9U „„ylh.rn.taff. »b.rfchrt w.rd.n. Di... V.rbindun 9 .n li.f.rn dann 
darch Cyklakand.n.atian »it 0rtha..t.rn nl.dri 9 .r.r aliphati.ah.r 
Saaran, 9 . 9 .b.n.nfaU. darch Cykli.i.ran, di. a„t.pr.ch.nd.n Alkaxy-, 
Alkylthic- ad.r A-inatriazincn.. Aa. di...n Z„i.ch.npradakt.n kann.n 
di. ,-Glyka.yl-5-az.cyta.in. darch Tran...t.rifikatian adar A^ini.rcng 
zab.r.it.t v.rd.n. Di. t.ch.ch..lc-aki..h. Pat.nt.«hrift Nr. .... 
(P.t.nta,..ldun, PV 7718-68) b.faBt .ich .adann .it d.r dir.kt.b 
Glykc.yli.ran, da. a-Azacytc.in. untaz Aa.n»tzan 9 d.z Silyli.zang.- 
..thcda. Ein.n Nacht.il di.... Varfahzan. .tilt di. Tafach. dor . 
daB naban d.n ,-Glykasyl-5-az.cyta.in« each 3-81yka.yl-5-.zacyta.zn. 
,nt.t.h.n, di. »it d.n Glykc.ylhalc 9 .nid.n i. «.it.r.n za 1,3-Dx- 
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9 lyko.yl-5-.z.oyto.in.n r« 9 i.zon. E. wuzd. nun».hr f.»t 9 ..t.llt, 
daB di. Bildun, di...z un.rw„n.cht.n Nobonpzodokt. duzch *oyH.z U n, 
do. 5-Az.cytoUn. ouf d.r A.ino 9 zopp. in St.ll U n 9 4 verhind.rt 
v.zd.n konn. N,. r Azooyt..in. v.rd.n bi.zb.i ohnlich vi. do. 5-Az.cy- 
to.in in .in Tzii.tnyl.ilyld.ztv.t »b.zfuhzt, da. .odonn .it ~~ 

P.z.cyl 9l yk..yIboi*.nid - v.™,...!.. in Anv.nh.it von <*.c .zlb.z 

(U) - «l«n in Ac.t.nnitzil»ili. U - zoz R,oktion 9 .bzoeht vzzd. 

Die d.zozt zebereiteten N (4) -Acyl-l-P.r-ocyl 9 ly k o.yl. 5 -n»cyt..in. 

werden „ochf.l 9 .nd einez Mkoholy.. eder einer Wnely.e unt.zzo,*, 

Die 9 . 9 .n.«ndlich. Ezttnd„n 9 .in.. V.rf.hr... zoz Z„b.r.it U n 9 von 
,_01yko.yl-5-ozacyt..in.n d.r oll 9 .«in.n Foro.1 1 bo.t.ht in d.r 

won N .-Acyl-5-azacyto.inen der oll 9 «..in.n 
Tri..thyl.Uyl».i<" 1 9 von "(4)-™)'* ^ » 

Formel II 



N^N 

►Ms 



(ID 



H 



in w.lch.z R 2 und R 3 do. 9 l.ich. vi. in Foz«.l I ».d.ot.n und R 
ein von oliphotUchon S«uz.n ob,.l.it.t.. Acyl nit 1 bi. 4 KobW 
.t.ffot.n.n od.r .in von ozo~ti.oh.n S» U z.n ob,.l.it.t.. Aeyl it 
7 bi . 10 K.hl.n.toffot».n dozetollt, und .in.z no=hfol 9 .nd.n R.ok- 
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tion des rohen Trimethylsilyl- bzw. des bis -Trimethylsilylderivdts 
mit einem Peracylglykosylhalogenid, die zur der Bildung des 1-Peracyl 
glykosyl-N-N/.x-acyl-5-azacytosnis der allgemeinen Formel III 




(III) 



fUhrt, in der R und R das gleiche wie in Formel I und R das gleiche 
wie in Formel II bedeutet und R 6 ein Peracylglykosyl darstellt, wonach 
diese Verbindungen einer Alkoholyse oder einer Ammonolyse unterwor- 
fen werdeno 

Die Reaktion der Verbindung der allgemeinen Formel II mit dem Peracyl- 
glykosylhalogenid wird in einem inerten LOsungsmittel, z. B. in Ben- 
zol oder Toluol, mit Vorteil in Acetonitril, durchgefUhrt und kann 
durch Zugabe von Quecksilber (Il)-saleen z.B. von Quecksilber(II)- 
oxid oder Quecksilber (H)-bromid / beschleunigt werden. 

Die Alkoholyse der Verbindungen der allgemeinen Formel III wird in 
einem Alkanol mit 1 bis 6 Kohlenstof fatomen in Anwesenheit eines 
Alkoxids eines alkalischen Metalls, mit Vorteil mit Natriummethoxid 
in Methanol, verwirklicht. 

- 5 - 
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Die Ammonolyse der Verbindungen der allgemeinen Formel III wird 
mit Ammoniak in einem Alkanol .it 1 bis 6 Kohlenstoffatomen, mit 
Vorteil in Methanol, vollzogen. 

!„, folgenden wird die Erfindung durch einige DurchfUhrungsbeispiele 
veranschaulicht, ohne sich hierbei aof diese zu beschrdnken. 



Beispiel I 

5- Azocytidin 

Ein Gemisch aus 2,8 g 5-Azacytosin und 30 ml Acetanhydrid wird 30 
Minuten long in einem Metallbad (150°C) unter RUckfluB erhitzt. Nach . 
AbkUhlung auf Zimmertemperatur wird das kristallische Produkt abge- 
saugt, mit Athylacetat durchwaschen und im Vakuum Uber Kaliumhydroxyd 
0 nd Uber konzentrierter Schwefelsdure getrocknet. Man gewinnt 2,90 g, 
d h. 75 %, des N ur Acetyl-5-azacytosins, Smp. 237-238 C. Nach even- 
tueller Schmelzung erstarrt die Verbindung neuerlich und ist nach- 
folgend bis zu 350°C schmelzfest. 

Ein Gemisch aus 1,54 g N (4) -Acetyl-5-azacytosin, 6 ml Hexamethyl- 
disilazan und 2,0ml Trimethylchlorsilan wird 4 Stunden long unter 
RUckfluB zum Siedepunkt in einem Metallbad (150°C) erhitzt. Nach 
AbkUhlung wird das Gemisch in einem Rotationsvakuumverdampf er (Bad- 
temperatur 40°C) abgedampft und der Rest grUndlich in 40 ml trockenen 
Toluols gemischt. Der unlosliche RUckstand wird dann rasch abfiltriert 
und das klare Filtrat neuerlich im Vakuum abgedampft. Das entstandene 
rohe bis-Trime fc hyl-silal-N (4) -5-azacytosin wird in 20 ml trockenen 
Acetonitrils gemischt und dem Gemisch 18 ml einer 0,5 M 2,3,5-Trx- 
O-benzoyl-D-ribofuranosyl-chloridlbsung in Acetonitril, 1,8 g Queck- 
silber(ll)-oxid und 1,8 g Quecksilber(ll)-bromid zugesetzt. Unter 
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Ausschlufl von Luftfeuchtigkeit wird dieses Gemisch 16 Stunden bei 
Zimmertemperatur mit einem MagnetrUhrwerk verrUhrt. Sodann erfolgt 
eine VerdUnnung mit 100 ml Chloroform, der nicht ltfsliche Anteil 
wird abfiltriert, mit Chloroform durchwaschen und das Filtrat nach 
und nach mit 40 ml einer 30 £-igen Kaliumjodidltfsung und 40 ml einer 
5 Jt-igen KaliumhydrogenkarbonatlBsung ausgeschUttelt. Die Chloroform- 
schicht wird im weiteren mit Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum 
(Badtemperatur 40°C) abgedampft, Der anfallende Sirup wird in 30 ml 
absoluten Methanols geltist, worauf 9 ml einer 1 N NaOCH^-LOsung in 
Methanol zugesetzt werden. Das Gemisch wird grUndlich bis zur vSlligen 
AuflBsung verrUhrt und nachfolgend im verschlossenen Kolben vorerst 
1 Stunde bei Zimmertemperatur und schlieSlich Uber Nacht bei 0°C 
stehen gelassen. Das abgeschiedene 5-Azacytidin wird abgesaugt, mit 
Methanol durchwaschen und in Vakuum einer tilluftpumpe bei 100°C 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet, Man gewinnt 0 / 95 g, d. h. 43 % t 
des 5-Azacytidins mit einem Smp. von 234-236°C (unter Zerfall)* 



Beispiel 2 

Das rohe, aus 1,54 g N' ^-Acetyl-5-azacytosin (s. Beispiel 1) zube- 
reitete bis-Trimethylsilyl-N-^j-acetyl-5-azacytosin wird in 20 ml 
trockenen Acetonitrils eingemischt. Weiter wurden 18 ml einer 0/5 M 
2 f 3,5-Tri-0-benzoyl-D-ribofuranosylchloridldsung in Acetonitril zuge- 
geben und das Gemisch unter LuftausschluB magnetisch 3 Tage lang bei 
Zimmertemperatur verrUhrt. Sodann wird das Gemisch mit 100 ml Chloro- 
form verdUnnt, abfiltriert, die Ltfsung mit 50 ml einer 5 £-igen Kalium- 
hydrogenkarbonatlbsung ausgeschUttet und nach Trocknung mit Natrium- 
sulfat im Vakuum (Badtemperatur 40°C) getrocknet, Der anfallende Sirup 
wird in 30 ml einer 10 jt-igen LtSsung wasserfreien Ammoniaks in abso- 
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1 09847/1948 



2105468 



„i„nt 0,90 g, *■ h - * 

Beispiel 3 „„ a vl)-5-azacytosin 

1 - (2-Desoxy-^_JlL— — — 

^ • (. Beispiel D zubereitete 

OUCH » obfUtti . rt , -i. "* 

r^r. z0 aesctzt r un+telt, m xt NaxriU 

*« hUtteln " • un9 una «■» 1 ° * mit Methanol aorch- 

lassen. 0°* 009 Oiluftpumpe getro . V 5-ozocy- 

^ " t p 17 6-^C Center lezfoll). 

tosins, S«p. V _ 8 _ 
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PATENTANSPRUCHE: 



1. Verfahren zur Zubereitung von l-Glykosyl-5-azacytosinen der 
allgemeinen Forme! I 



1 2 
in welcher R ein Glykosyl, R einen Wasserstof fatom oder ein 

3 4 

Alkyl mit 1 bis 4 Kohlenstof fatomen und R imd R - gleich oder 
verschieden - Wasserstof fatome, Alkyle mit 1 bis 4 Kohlenstof f- 
atomen bedeuten, dadurch gekennzeichnet, dafi 
N^^-Acyl-5-azacytosine der allgemeinen Formel II 



\/ 

N 

N N (II) 



2^ 

r n 



H. 
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in „.lcb.z R 2 und R 3 do. .W* -U in For*,! I bodeut.n 
„„d R 5 .in von, oliphoti.ohon Sdur.n obg.leit.t.s Acyl «t 
V bis 4 Kohl.n.toff<rto»n oder .in von oromotisoh.n Sour.n 
obg.l.it.t.s Aoyl "it 7 bis 10 Konl.n.toffoto..n dorst.llt, 
tri-sthylsilyliert und in .in.m in.rt.n U.un g ,.itt.l m± 
oin.nl P.ruoylholog.nid zuz Rsaksion gobracht wird, vonoeb 
dos e„tsto„d.n. LP.zocylglyko.yl N (4) -ooyl-5-ozocytoszn 
der allgemeinen Formel III 



(III) 



R 2 




I 



R 8 



i„ v.lch.z R 2 und R 3 das gl.ioh. wi. in F—l I und R dos 
gloiche »i. in Foz..l II b.d.ut.n und R .in P.zocylglykosyl 
dorstollt, ein.z Alkoholyse odor .iner A-onoiys. ont.z-ozfon 
wird. 

2 . v.zf.hzon nocb Anspzuch 1, dodurch g e k e n n z o i c h n e 
daB als inortes U.ung.oitt.1 Acstonitzil, Benzol odor Toluoi 
verwendet wird. 
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3. Verfahren nach Anspruch 1 f dadurch gekennzeichnet, 
dafi die Reaktion der trimethylsilylierten Verbindung der allge- 
meinen Formel III roit dem Peracylglykosylhalogenid in Anwesen- 
heit eines Quecksilber (Il)-salzes, wie des Quecksilber(ll)-oxids 
oder des Quecksilber(ll)-bromids / durchgefUhrt wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dafi die Alkoholyse der Verbindungen der allgemeinen Formel III 
in einem Alkanol mit 1 bis 6 Kohlenstof fatomen in Anwesenheit 
eines Alkoxids eines alkalischen Metalls, mit Vorteil mit Natrium- 
methoxid in Methanol, durchgefUhrt wird. 

t . • • f i *' * Z **" • " * i t. '" 

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Ammonolyse der Verbindungen der allgemeinen Formel III 
mit Ammoniak in einem Alkanol mit 1 bis 6 Kohlenstof fatomen, 
vorzugsweise in Methanol, durchgefUhrt wird. 
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